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Resumen. — El propésito de este estudio es el de resolver inconvenientes ya clé-
sicos en la preparacién de sueros antiofidicos. Se ha tratado, por lo tanto, de
obtener un antigeno de buena capacidad inmunizante, buscando, a la vez, reducir
al minimo los trastornos locales y generales del animal de preparacién. Se ha
procedido, primeramente, a un estudio fisicoquimico complementario de las
condiciones de adsorcién del veneno; luego, a determinar la disminucién de la
letalidad causada por el veneno adsorbido; y, por fin, a estudiar el poder antigé-
nico del veneno adsorbido, asi como el esquema de inmunizacién apropiado.

Resumo., — &i tiu verko celas solvi jam klasikajn malfacila;‘ojn kiuj okazas dum
la preparo de kontraliserpentvenenaj seroj. Tial oni penis havigi bonan imunpovan
antigenon serante minimumigi samtempe la lokajn kaj £eneralajn genojn de la
preparbesto. Do oni faris, unue komplementan fizikokemikan studon pri la
adsorbaj konditoj de la veneno; due, la esploron pri la malpliigo de la mortado
kauzata de la adsorbita veneno; kaj, trie la studon pri la antigenpovo de la
adsorbita veneno, kiel ankatl pri la tatiga imuneskemo.
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I. INTRODUCCION

El propésito de este estudio es el de resolver inconvenientes ya
clasicos en la preparacién de sueros antiofidicos.

SewaLL (1887), CaLmuTTE (1907) demostrd, con veneno cro-
tdlico, que, aplicando pequefias dosis a palomas, se podia llegar
a administrarles una dosis equivalente a diez veces la dosis mortal.
Pa1sALIX y BERTRAND (1894), con veneno de Vipera, y Calmette,
con veneno de cobra, inmunizaron pequefos animales déndoles
un sdlido estado inmunitario transferible por el suero a otros ani-
males. Estos antccedentes condujeron a Calmette a ensayar la
inmunizacién antiofidica en animales grandes con el objeto de obte-
ner un suero de valor terapéutico. En estos ensayos, este investi-
gador encontré ciertos inconvenientes, como ser endocarditis,
nefritis aguda y abscesos en el lugar de inyeccién del veneno. Algu-
nas de éstas y otras complicaciones han sido observadas por noso-
tros: complicacién séptica, a veces gangrenosa, del foco de inyeceidn
y muerte de los animales que responden insuficientemente al esti-
mulo antigénico, hecho éste que nos obligaba a ser muy cautos en
el incremento de las dosis, prolongdndose, por lo tanto, el esquema
de inmunizacién.

Ram6éN (1925) demostré que se puede obtener un aumento de
antitoxina agregando al antigeno (toxinas diftérica y tetdnica)
substancias coadyudantes. M. A. CaTan (1921) y A. BoqurT (1928)
comprobaron que el veneno de cobra se adsorbe sobre carbén
animal y disminuye notablemente la letalidad. Ademads, A. Boquet
verificé que el veneno adsorbido sobre carbdén genera anticuerpos.
NicorL y Ricmou (1935) demostraron que la mez:la de veneno
de Vipera aspis y de cobra con lanolina permite inyectar al cobayo
dosis superiores a las letales, fendmeno éste andlogo al descripto
por Frazer y STEWART (1940) para el caso del veneno de cobra
disperso en una emulsién de aceite y agua. P. Boquer (1948)
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menciona el hecho de que el veneno puede ser adsorbido también
por caolin e hidréxido de aluminio, disminuyendo asimismo la
letalidad.

Diversos autores (LOwensTrEIN, 1909; voN EisLer y LOWENS-
TEIN, 1912; GLENNY y SUDMERSEN, 1921; RaménN, 1923), encon-
traron que la adicién de formol a las toxinas produce una detoxi-
ficacién con conservacion de la capacidad antigénica. RamM6N (1924)
y ArTHUS (1930) vieron que dicho recurso es aplicable a los venenos
ofidicos. Como resultado de esto, G. Ramén, P. Boquer y L. Ni-
coL (1940) prepararon con formol al 4-5 °/co, y manteniéndolo
en estufa a 40°C, anaveneno de Vipera aspis, pudiendo luego usar
este antigeno en dosis mayores, es decir, de 0,1 gr a 1 gr en un
periodo de cuarenta dias. Obtuvieron asi un suero de valor tera-
péutico que, con métodos anteriores, hubiera requerido mas de seis
meses para ser preparado.

Segun los datos recogidos por E. Grasser (1955), en el South
African Institute for Medical Research (Johannesburg, Sud Africa),
se usa mezcla de anavenenos adsorbidos en bentonita; en el Com-
monwealth Laboratory (Australia) se emplea veneno precipitado
con alumbre; el Wyeth Laboratory (Pensilvania, K. U.) utiliza un
gel de aluminato y carbonato de aluminio como adsorbente de ve-
nenos previamente tratados con penicilina y estreptomicina; en
el Instituto Niteroi (Brasil) se mezcla los venenos con una substan-
cia lipoidica de origen hepéitico.

Nuestro objeto fué obtener un antigeno de buena capacidad
inmunizante tratando, a la vez, de reducir al minimo los trastornos
locales y generales del animal de preparacién. A fin de resolver
estos problemas, hemos creido necesario proceder, primero, a un
estudio fisicoquimico complementario de las condiciones de adsor-
cién del veneno; en segundo lugar, determinar la disminucién de
la letalidad causada por el veneno adsorbido; y, en tercer lugar,
estudiar el poder antigénico del veneno adsorbido, asi como el
esquema de inmunizacién apropiado. Oportunamente analizaremos
las alternativas de las experiencias y las conclusiones.

II. ESTUDIO DE LA ADSORCION

Expondremos las nociones que hemos tenido en cuenta para
realizar una serie de ensayos sobre algunos venenos ofidicos y des-
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cribiremos, de modo general, la manera en que hemos procedido.
Consignaremos luego en forma de tablas cada una de las experien-
cias en detalle.

1. Nociones bdsicas. — Nuestro propdsito ha sido fijar el veneno
sobre hidréxido de aluminio. Se trata, por lo tanto, de la adsorcién
de un coloide por otro coleide. Este fenémeno es bien conocido. Se
lo puede describir cuantitativamente por la ley empirica de la
isoterma de Freundlich o por la funcién de Langmuir, cuya obten-
cién se funda en determinadas hipdtesis. En ambos casos tenemos,
una vez establecido el equilibrio, una relacién entre cantidad = de
substancia adsorbida y cantidad m de adsorbente como dependiente
de la concentracién ¢ de estado de equilibrio, esto es:

1
—;;— = KC" (isoterma de Freundlich)
(1)
X _ Iﬁl kg (] Ny .
W T+ ke (funcién de Langmuir)

Las constantes K, n carecen de significado fisico, si bien hay
estudios que han tratado de interpretarlas (Cassipy, 1951). Las
constantes de la segunda expresién poseen un sentido bien definido:
ky se refiere a la cantidad de adsorbible que saturaria un 4rea uni-
taria del adsorbente con una pelicula monomolecular; y k. traduce
la capilaridad de la substancia adsorbida. Para mayores detalles
sobre estos puntos remitimos a la correspondiente literatura (LANG-
MUIR, 1918; ALEIXANDRE, 1950; Cassipy, 1951; GLassTONE, 1952).

En nuestros ensayos nos hemos preocupado por determinar la
relacién z/m para una concentracién C de equilibrio fija a diferentes
pH.

Ocasionalmente hemos variado C.

2. Material. — Nos referiremos al material utilizado y a la ma-
nera de prepararlo.

a) Preparacion del gel de hidréxido de aluminio: En la prepara-
ci6n del gel de hidréxido de aluminio, seguimos, con ligeras modifi~
caciones, el método recomendado por la Organizacién Mundial
de la Salud en Serie de Rapports Techniques, N.° 61, p. 68, 1953.
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Se agrega agua recién destilada a 1.917 gramos de alumbre de
amonio hasta obtener un volumen de 3,75 litros, se calienta la
mezcla para disolver el alumbre hasta casi punto de ebullicién
v se deja enfriar lentamente para lograr la sobresaturacion.

Simultdneamente se prepara en un recipiente de 25 litros, pro-
visto de un agitador a movimiento lento, una solucién de 550 gra-
mos de sulfato de amonio en 15 litros de agua destilada. Se calienta
a 64°C y se agrega rapidamente 2,5 litros de una solucién de amo-
nfaco al 10 9, (en peso de amoniaco). La temperatura debe ser
de 58°C. Se vierte entonces sobre la solucién de alumbre de amonio
quedando la temperatura a 61°C, se agita durante diez minutos,
cuiddndose que la temperatura no baje de 59°C.

Se procede al lavado del gel filtrdndolo por algodén en filtro
Buchner. Los primeros tres lavados se efectian con agua destilada
adicionada de amonfaco, y se lava otras tres veces con agua desti-
lada sola.

El precipitado final se lleva a 35 litros, se fracciona y se esteriliza
en autoclave a 121°C durante 60 minutos.

b) Determinacién de la concentracion de hidréxido de aluminio:
Se toma 10 ml de la solucién a investigar, se filtra por papel What-
man, se coloca el papel con el precipitado en un crisol previamente
tarado y luego se calcina en una mufla a 800°C hasta constancia
de peso. Se halla la diferencia entre la pesada del crisol con el pre-
cipitado previo a la calcinacién y la pesada despuds de haber sido
efectuada ésta. Esa diferencia expresa el contenido en 6xido de
aluminio de la muestra original. Se calcula el porcentaje de 6xido
o de hidréxido de aluminio.

¢) Determinacién de la capacidad de adsorcién del hidréxido de
aluminio: WaLpmMan (MaNcuso, 1952) ha preconizado un criterio
para estimar el poder adsorbente del hidréxido de aluminio, que se
basa en la fijacién de rojo congo. Hemos utilizado este mismo colo-
rante, pero en lugar de buscar la relacién cuantitativa entre rojo
congo e hidréxido de aluminio establecido por dicho autor, investi-
gamos la curva de adsorcidn.

En una serie de tubos se coloca una cantidad constante de gel
(de 2 a 20 mgr) y cantidades crecientes de una solucién del colo-
rante. Los cocientes RC/(OH);Al varian de 1 a 10. Igualados los
volimenes en cada tubo, se controla el pH y la temperatura, y se
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agita manualmente repetidas veces. Se centrifuga los tubos 20 mi-
nutos a 1500 r.p.m., se retira los sobrenadantes y se procede a su
fotocolorimetria.

Con una solucién de rojo congo conocida se¢ hace diluciones y
lecturas fotocolorimétricas con el objeto de establecer una curva
que sirva de referencia para la determinacién de la concentracion
de rojo congo en los sobrenadantes de las mezclas de colorante
y gel.

De la comparacién entre los resultados obtenidos con diversas
partidas de hidréxido de aluminio, deducimos que es mis adecuada
aquélla cuya relacién z/m es mayor para cualquier concentracion
C de equilibrio de rojo congo.

d) Venenos: Los venenos estudiados han sido los de viboras
que crean el problema de ofidismo en la Argentina: Crotalus terri-
ficus, Bothrops alternata, Bothrops jararaca, Bothrops neuwtiedit
y Bothrops jararacusi.

Se extrajo veneno de viboras de distintas regiones del pais y en
diferentes épocas del afio. Se desecé las muestras al vacio con clo-
ruro de caleio y se las conservé en estas condiciones en la obscu-
ridad y a 4°C.* ,

La muestra de cada tipo de veneno era la mezcla de venenos
obtenidos durante dos afios, aproximadamente.

3. Técnica.

a) Preparacién de las soluciones de veneno: Se efectia la
dilucién del veneno con solucién de cloruro de sodio al 0,9 %, cen-
trifugdndola luego durante 30 minutos a 2000 r.p.m. con el objeto
de eliminar substancias insolubles. Se recoge el sobrenadante y se
realiza: 1) determinacién de nitrégeno proteico por semimicromé-
todo de Kjeldahl; 2) diluciones crecientes para evaluacién fotoco-
lorimétrica con reacciones de coloracidén (reactivos Fehling A y
Fehling B) (lovINE y col., 1957).

En una serie de tubos se coloca cantidades constantes de (OH);Al
y de solucién de veneno, fijindose el pH en cada tubo con NaOH
0,1 N o HC10,1 N, de modo que entre uno y otro tubo la diferencia
sea de media unidad de la escala de pH. Agitase manualmente

(*) Istos venenos fueron preparados por el Dr. Avelino Barrios, jefe de la Seccién Herpetologia
el Instituto.
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repetidas veces, y se deja 30 minutos a temperatura ambiente;
luego se centrifuga durante 20 minutos a 1500 r.p.m. Retirados
los sobrenadantes, se efectian las reacciones de coloracién de pro-
teinas con los reactivos Fehling para su evaluacién fotocolorimé-
trica en base al nitrégeno ya determinado.

b) Elaboracién de los datos fotocolorimétricos: Teniendo en
cuenta el volumen total de la solucién, el veneno se expresa

como ¢ L v el adsorbente como m Y | De la lectura fo-
ml ml

tocolorimétrica L hecha para el sobrenadante se deduce la canti-

dad de veneno remanente ¢z, [Ll] . Por diferencia entre ¢ y ¢z
m

obtenemos z, esto es:

S [L] @)
ml

Se calcula luego el cociente x/m.

Para cada serie medida realizamos la calibracién del fotocolori-
metro. Con este objeto, preparamos varios tubos con una cantidad
conocida gL de veneno (estimado en proteinas) en gammas por
mililitro, en cada tubo practicamos las reacciones de coloracién
v procedemos a leer L. Hallamos la diferencia entre las L de dos
tubos més o0 menos separados en la serie, asf comola correspondiente
diferencia AgrL y calculamos el cociente AL/Aqr. Si L y qu estin
linealmente relacionadas, debe ser:

AL

L = . gL (3)
Aqz,
Luego:
L
e 4
= AL/ )

Dentro de la precisién que pretendemos para nuestras medidas,
la linealidad aproximada admitida en la expresién (3) es acepta-
blemente satisfactoria.

Los graficos han sido hechos representando los pH como abscisas
v los cocientes z/m como ordenadas.
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TaBra I. — Veneno de Crotalus terrificus
(Curva a de la Fig. 1).

Volumen V = 20 ml m = 1.100 {L]

ml
.
Proteinas: 23.000 | ——
ml
(¢ expresa la cantidad de veneno evaluada como protefnas).

Tubo 1 2 3 4 5 6
Solucién 1,0 ml 1,56 ml 2,0 ml 2,5 ml 3,0 ml 3,5 ml
de veneno |, = 1150 [-Y_l] g = 1725 g =2.300 [ ¢ =2.875 = 3.450 | ¢ = 4.025

ny
L =14C
oz, = 875 L}
pH = 40 . ml N - 5 -
’ x = 850
z
— = 0,77
m
L =60
qr, = 375
pH = 5,0 — z = 1.350 — — — —
a3
— = 1,20
m
L =50
qr, = 312
pH = 6,0 = zr = 1.413 = — — =
a3
—=1,28
m
L =27 L =42 L =35 L =142 L =85 L =125
gz, = 168 qr, = 262 qL =218 |qz =262 |qp =531 |qz =781
z = 982 z = 1.463 r =2082(z =2613[2z =2919|z = 3.244
pH =175
z z 5 3 2
— = 0,98 —=1,33 — =189 |— =237 |— = 2,65 |— = 2,04
m m m m m E m g
(pH =17) ,
L =34
' qr, = 212
pH = 8,0 = B = iR — = — —
3
— =1,34
m
Calibracion
L 236 95 l 47 12
ar 1483 |- 741 | 370 | 185 |——
ml ml ml ml

AL/Aq = 0,16
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4. Resultados. — En las Tablas I y II se consigna los datos
numéricos obtenidos con veneno de C. terrificus y en las Tablas
III, IV, V y VI estdn los datos correspondientes a Bothrops.

Tasra II. — Veneno de Bothrops alternata.

(Curva b de 1a Fig. 1)

Volumen V = 20 ml

Temperatura: 19°C

Protefnas: 13.600 [T}

e
m

;
g = 20.400 |——| = 1020 | m =05 |—| = 500 |-
20 mi ml ml | ml
z = (g—qy)
I % a |— - L
” I
ml
3,5 190 475 545 1,00
40 137 342 678 1,35
4,5 117 202 728 1,45
5,0 105 262 758 1,51
5,5 123 307 713 1,42
6,0 130 325 695 1,39
7,0 154 385 635 1,27
Calzbracion
L ‘ 470 ’ 235 } 125
i 1165 |—— 582 201 |1
ml ml ml

AL/Aq = 0,39
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En la Fig. 1 hemos reunido los graficos construidos con los datos
de las tablas.

En primer lugar observamos que la relacién z/m, para C. ferri-
ficus, da dos curvas del mismo tipo, pero a niveles diferentes. Esto
se explica por la distinta relacién ¢/m inicial (Tabla I: ¢/m =1.725/

(Curva ¢ de la Fig. 1)

Volumen V = 20 ml

Tasra III. — Veneno de Bothrops meuwiedit

Protefnas: 16.000 [l—]
mi

Temperatura: 21°C g = 1200 [L] m = 500 {—Y—-}
ml ml
" i - Tz = (Q“‘QL) .
g %L | [L] ry
mi
4,0 185 476 724 14
4,5 158 415 785 1,5
5,0 140 358 842 1,6
5,5 138 353 847 1,6
6,0 135 346 854 1,7
6,5 150 384 816 1,6
7,0 155 397 803 1,5
Calibracion
o7 170 75 ‘ 35

ar 457 |- 228 | 14|

ml ml ml

AL/Aqr, = 0,39
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Fia. 1. — Adsorcién de venenos ofidicos en nidréxido de aluminio a diferentes pH: a) C. terrificus;
b) B. alternata; ¢) B. neuwiedii; d) B. jararaca; e) C. terrificus; f) B. jaracusé (Tablas I, 11, III, 1V,
Vv, V).
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1.100 ~ 1,7; Tabla II: ¢/m = 1.100/250 = 4,4; 4,4/1,7 = 2,8;
cocientes entre las ordenadas z/m de ambas curvas, aproximada-
mente 2). Vale decir, cada una de estas dos experiencias ha sido
llevada a cabo en dos valores diferentes de la curva de adsorcidn.
Fn ambos casos se ve, sin embargo, que la influencia del pH es
analoga.

Tasra IV. — Veneno de Bothrops jararaca.

(Curva d de la Fig. 1.)

Y

Volumen V = 20 ml Proteinas: 15.500 [—}

]

ml

m = 250 L
ml ml

v z = (¢g—qy1)
> L o [_L] . £
3,5 190 463 312 1,2
4,0 143 348 427 1,7
4,5 100 243 532 2,1
5,0 78 190 585 2,3
5,5 80 195 580 2,3
6,0 68 165 610 2,4
7,0 80 195 580 2'3
Calibracién
L 435 158
az 885 | —— 229 [T
ml ml

AL/Agr, = 0,41
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En cuanto al pH que produce la méxima adsorcién, podemos
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deducir lo siguiente:

1) Para el veneno de C. terrificus (curvas a y e), el é6ptimo de

adsorciéon se halla en la zona alealina (pH > 8).

2) Para los venenos de Bothrops (curvas b, ¢, d, f), lel 6ptimo de

adsorcién se halla en la zona débilmente 4cida (pH = 6).

Tasra V. — Veneno de Crotalus terrificus.

(Curva e de la Tig. 1.)

Volumen V = 20 ml

¢ = 1100 [L] m = 250 [L}
ml ml

Protefnas: 11.000 {—1—]
ml
z = (g—ay)
b x
ph L ar, [—] [ ¥ ] —_—
ml _— m
ml
4,0 120 631 469 1,8
5,0 93 436 664 2,6
6,0 78 410 690 2,7
7,0 75 390 710 2,8
8,0 75 390 710 2,8
8,5 70 368 732 2,9
9,0 75 390 710 2,8
9,5 76 400 700 2,8
10,0 72 376 724 2,9
10,5 130 684 416 1,6
i1,0 125 657 443 1,7
12,5 168 888 212 0,8
Calibracién
L 205 105 60
a 942 | a1 210 |
ml c ml ml

AL/Aq = 0,19
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TaBra VI. — Veneno de Bothrops jararacusi.

(Curva f de la Fig. 1)

Volumen V = 20 mi Protefnas: 24.500 —Yl—
. m
¢ = 2450 [—L] m = 250 [—1—
ml ml
; z = (g—aqp) .
pH L PL {—] [ Y ] —
ml —_ m
ml
4,0 460 1769 681 2,7
5,0 425 1634 816 3,2
5,5 420 1614 836 3,3
6,0 385 1496 954 3.8
6,5 400 1538 912 3,6
7,0 400 1538 912 3,6
7,5 410 1576 874 3,5
8,0 395 1519 931 3,7
8,5 395 1519 931 3,7
9,0 405 1557 893 3,5
Calibracién
L 560 275 140
0 2100 | 1050 | —— 525 | ——
mi ml ml
AL/Aqy, = 0,26

IIT. APLICACION INMUNOLOGICA DE VENENOS ADSORBIDOS

Ya dijimos en la Iniroduccidn que, cuando se inicié el estudio
de la inmunizacién con venenos, aparecieron diversos inconvenien-
tes (largo tiempo para obtener un titulo 1til, reacciones locales
v generales en los equinos y, a veces, muerte de aquellos animales
con respuesta insuficiente). Distintos autores, como vimos (Catan,
Boquet, Nicol y Richou, Frazer y Stewart, etc.), demostraron que,
adsorbiendo el veneno o emulsiondndolo con ciertas substancias,
disminuye la letalidad, manteniéndose su poder antigénico. El uso



&STUDIO DE LAS CONDICIONES DE ADSORCION Etc 17

de anaveneno por RaMON y BoQuer fué introducido con el mismo
fin, lograndose una inmunizacién acelerada. Nosotros hemos obser-
vado, en el caso de veneno de B. alternata, que, incubandolo con
formol al 6 °/oo (pH = 7,4) a 37°C durante treinta dias, hay una
detoxificacién equivalente al 93 °/oo (Tabla VII). Ademés, inyec-
tado a equinos, hemos verificado (Tabla VIII) que el anaveneno
da una proteccién inferior a la del veneno, que es constante, a pesar
del aumento de la dosis.

Tasra VII. — Detoxificacion.

(La dosis letal minima se determiné en lauchas machos de 18 a 20 gramos,
por via endovenosa) (y de veneno bruto)

DLM
DL 30 dias después| Porcentaje de
antes de la =y
) ., de la atenuacidn
incubacién . q
incubacién
Solucién de veneno test'go (sin formol). 60 v 90 ¢ 34 9,
Solucién de veneno con formol al 6 9/ gy
({250 = 74£9) 6065000000 5000 000008 J0k 60 v 900 v 93 %

Si bhien se podria haber hecho un estudio méis exhaustivo de las
condiciones de preparaciéon del anaveneno, en vista de la buena
tolerancia al veneno adsorbido, nos decidimos a estimar la ate-
nuacion de la letalidad del veneno adsorbido en hidréxido de alu-
minio y su capacidad inmunizante.

1. Material. — Hidréxido de aluminio preparado segin se indicé
en IT, 2, a). Venenos desecados obtenidos como dijimos en 11, 2, d).
Lauchas blancas de 18 a 20 gramos de peso. Caballos adultos.

2. Técnica.

a) Estimacion de la disminucion de la letalidad: Se toma veneno
desecado y se disuelve en solucién de cloruro de sodio al 0,9 9%, vy se
centrifuga media hora a 2.000 r.p.m. Se toma cierta cantidad de
solucién de veneno, se adsorbe sobre gel de hidréxido de aluminio
a pH 6ptimo segtin el veneno (véase II, 3,a) en una relacién de
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(OH);Al a veneno de 2 :1. Se determina la dosis letal por via
subcutdnea en lauchas, a la vez que se hace lo mismo con veneno
no adsorbido. Por cada dosis se inyecta tres lauchas.

b) Estudio del poder inmunizante.

@) Preparacién del veneno adsorbido. — Veneno desecado.
Se diluye en colucién de cloruro de sodio al 0,9 9%,
mertiolatada (1 :10.000), a la que se le agrega penicili-
na (100 unidades por millitro); y cloramfenicol (0,1 mi-
ligramo por mililitro). Se deja a temperatura ambiente
durante 24 horas y se centrifuga treinta minutos a
2.000 r.p.m. para eliminar substancias insolubles. Se
adiciona hidréxido de aluminio en una relacién de
(OH)3;Al a veneno que va de 0,5 a 2,5 segin el veneno
de que se trate y segin que los equinos hayan o no
hayan sido inmunizados previamante. Luego se lleva,
con solucién fisiolégica mertiolatada, a una concentra-
cién de un miligramo de veneno por mililitro. Se ajusta
el pH con 4eido clorhidrico o con hidréxido de sodio 1 N.

B) Inmunizacién. — Se efectda en equinos por via sub-
cutdnea en la base del pescuezo. Las sangrias explora-
torias se realizan semanalmente de la yugular. Se ha
ensayado distintos esquemas de inmunizacién en caba-
llos nuevos y en caballos ya inmunizados.

v) Estimacion del nivel de inmunizacion. —Para determinar
la capacidad protectora del suero frente a los venenos,
se mezcla una cantidad constante del suero con mul-
tiplos de la dosis letal para lauchas de 18 a 20 gramos.
por via endovenosa. Se incuba la mezcla durante una
hora a temperatura ambiente y luego se inyecta a lau-
chas en la vena caudal.

Para estas pruebas hemos utilizado unas dos mil
lauchas, a razén de tres por cada dosis.

3. Resultados.

a) Disminucién de la letalidad: En la Tabla IX se resumen
las determinaciones de las dosis minimas letales por via subcutinea
en lauchas de 18 a 20 gramos, con una observacién de los animaleg
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durante custro dias. Las dosis minimas letales se expresan en gam-
mas de veneno. Los valores consignados han sido obtenidos de una
medicién para cada veneno usando tres lauchas por dosis con una
variacién de 10 9% entre una y otra dosis.

TaBra IX. — Disminucion de la letalidad obtenida por
adsorcién del veneno sobre hidrézido de aluminio.

Estado del veneno Veneno de:
v via de
administracion B. alternata | B. newwiedii | B. jararaca | B. jararacusd| C. terrificus
Soluble 25 v 15 25 5 4
Endovenosa por laucha
Soluble
Subcuténes. 250 ¥ 160 910 1400 8
por laucha
(a)
Adsorbido
400 ¥y
Subcutdnea 460 1500 2300 20
por laucha
b
Relacién . 5 r T .
b/a )6 ’8 b )6 15

b) Poder inmunizante: Anteriormente se efectuaba las inmu-
nizaciones en nuestro Instituto con venenos desecados disueltos
en solucién fisiolgica, centrifugados durante media hora a 3.000 r.
p.m. con el objeto de eliminar sustancias insolubles. Las inyecciones
a los caballos hacianse semanalmente por via subcutdnea. Asi se
obtenian distintos tipos de sueros antiofidicos: suero anti-Crotalus
terrificus, suero bivalente anti-B. allernata y neuwiedis, suero anti-
Bothrops alternata, newwiedi?, jararaca, jararacust y Crotalus terri-
ficus (Suero Misiones), y, finalmente, suero antiofidico polivalen-
te (B. alternata, B. neuwiedit y Crotalus terrificus).

Estas inmunizaciones necesitaban los tiempos que detallamos
a continuacién, juntamente con sus resultados.

@) Suero anti-Crotalus terrificus. — La preparacién de
caballos nuevos comenzaba con vacunacién antitetd-
nica e inyeccién de 50 ml de suero anticrotilico y, a la
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semana siguiente, se aplicaba el siguiente esquema:
0,1 mgr; 0,15; 0,30; 0,60; 0,80; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00;
8,00; 10,00; 15,00; 20,00; 40,00; 60,00; 100,00; 200,00
mgr. Luego, segin el titulo logrado, se daba de dos
a cuatro dosis de 200,00 mgr. Como se ve, eran nece-
sarias de 18 a 20 semanas de inmunizacién. La capaci-
dad protectora del suero preparado de esta manera era
de 0,400 mgr de veneno crotdlico por mililitro de suero.
Las reinmunizaciones se ajustaban al esquema anterior,
pero partiendo de 20,00 mgr, abarcando unas ocho
semanas. El resultado era igual al ya mencionado.

Suero bivalente anti-Bothrops alternata y neuwiedii. — La
inmunizacién se hacfa con mezclas, por partes iguales, de
veneno de B. alternata y de B. neuwredii. La inmuniza-
cién de equinos nuevos, ya vacunados contra el tétanos,
comenzaba con una inyeccién de 50 ml de suero antiofi-
dico bivalente a cada animal. A la semana siguiente
aplicibase el siguiente esquema: 4 mgr; 5;6;10; 15; 20;
40; 80; 150; 200 mgr. Luego, segtn el titulo producido,
se administraba de dos a cuatro dosis de 200 mgr. La
capacidad protectora de estos sueros se verificaba sélo
respecto al veneno de B. alternata. Dicha capacidad
era de 2,2mgr de veneno de B. alternata por ml de suero.
La reinmunizacién comenzaba con 20 mgr y seguia el
esquema, dado. Todo esto insumia unas ocho a diez
semanas, lograndose un titulo entre 2 mgr y 2,5 mgr
por ml. de capacidad protectora.

Suero anti-B. alternata, neuwiedeii, jararaca, jararacusi
y Crotalus terrificus (Suero Mistones). — La inmuniza-
cién empezaba con mezclas de venenos de B. jararaca
vy B. jararacust a razén de 0,2 mgr hasta llegar a 30
mgr en las primeras doce semanas. Luego se inmunizaba
con veneno de C. terrificus, al cual se agregaba veneno
de B. alternata y B. neuwiedii. Finalmente se daba do-
sis alternas de veneno de C. terrificus y venenos de
Bothrops. La inmunizacién requeria veintitrés semanas.
Las sangrias definitivas se hacfan a blanco. Los titu-
los eran, frente a veneno de Crotalus terrificus, de 0,400
mgr; vy, frente a veneno de B. alternata, 2,5 mgr.
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Suero antiofidico polivalente (B. alternata, B. neuwiedit
y Crotalus terrificus). — La inmunizacién de equinos
nuevos se hacia inyectando 50 ml de suero anti-Crotalus
terrificus. Luego se administraba veneno de C. terrificus
durante seis semanas, a razén de una dosis semanal
(0,3 mgr la primera y 10 mgr la sexta). En la séptima
semana se comenzaba a inmunizar con veneno de B.
alternate y B. neuwiedi?, dando un miligramo de la
mezela de venenos. Desde ese momento, inyectibase,
en forma creciente, dos veces por semana, hasta llegar
a 200 mgr de veneno de C. terrificus y 200 mgr de la
mezcla de venenos de B. alternata y B. neuwiedir. Esta
inmunizacién necesitaba de 17 a 19 semanas. La rein-
munizacién obteniase con dos dosis por semana a
partir de 20 mgr para B. alternata y B. newwiedii. Se
incrementaba las dosis hasta alcanzar 200 mgr de la
mezcla de venenos de B. alternata y B. neuwiedii. Se
tardaba en realizar todo esto entre 9 a 12 semanas. La
capacidad protectora era, frente a C. terrificus, de
0,300 mgr por ml de suero, y frente a B. alternata,
de 2 mgr por ml de suero.

Como ya dijimos en la Introduccién, nuestro pro-
pdsito ha sido el de disminuir los tiempos de inmuni-
zacién, atenuar las reacciones locales y generales del
animal y obtener sueros de mayores titulos. Por otra
parte, perseguiamos el propdsito de poder efectuar
reinmunizaciones més frecuentes. Con los esquemas que
acabamos de describir, dado el tiempo insumido y el
estado en que quedaban los caballos, no era posible
inmunizar mas de dos veces por afio. Para el logro de
dichas mejoras, pensamos en inyectar dosis de antigeno
que fueran seguramente suficientes, con el objeto
de que, una vez obtenido un esquema seguro de inmu-
nizacién ttil, resultase factible tentar la disminucién
de la cantidad de veneno inyectado. Con este criterio
han sido llevadas a cabo las experiencias consignadas
en las Tablas X, XI, XII, XIII, XIV, XV y XVI.
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IV. DISCUSION

Como emerge del estudio (II, 4) de la influencia del pH sobre
la adsorcién, ésta se produce 6ptimamente entre pH = 5y pH = 6
para los venenos de Bothrops, y, para el veneno de C. terrificus, por
arriba de pH = 8. Estas son las zonas de pH usadas en la inmuni-
zacién. El mayor valor de pH para el veneno de C. terrificus se
deberia a la presencia de una proteina alcalina (crotamina) (Gon-
gALVES y VIERA, 1950). Luego, a los fines de la inmunizacién ani-
mal, se eligié un pH intermedio (de 7,0 a 7,5), con ¢l objeto de no
favorecer la accién de las proteinas dcidas ni de la proteina alcalina.

La explicacién de este efecto se funda en el valor del punto isoeléc-
trico de las proteinas y del hidréxido de aluminio y en el desprendi-
miento de iones H y OH (ALEXANDER, 1928; SEERWOOD, 1951) se-
gin el pH del medio.

En cuanto a la disminucién de la letalidad (III, a), hemos encon-
trado, como era de esperar por los antecedentes citados, en las deter-
minaciones en lauchas (Tabla IX), una disminucién de la letalidad
por influencia de la adsorcién, que es de 1,6 a 2,8 veces respecto
al veneno soluble inyectado por la misma via. Estos datos nos
permitieron trabajar con mayor margen de seguridad al practicar
la inmunizacién equina.

Si se compara (III, 3, b) la experiencia que nos han brindado
las inmunizaciones con venenos solubles que se realizaban ante-
riormente en el Instituto y las inmunizaciones con venenos absorbi-
dos (Tablas X a XIX), se destaca en forma muy definida, el
acortamiento de los tiempos de inmunizacién, la menor importan-
cia de las reacciones locales y la menor mortalidad de los caballos,
a pesar de que, en general, el incremento de las dosis fué mucho
més acelerado que en el caso de los venenos solubles y se llegd a
inyectar cantidades de veneno muy superiores. Esto impedia, co-
mo es natural, preparar equinos de control con veneno soluble.

Ademids, la capacidad protectora de los sueros preparados con
veneno adsorbido alecanzé valores mayores.
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Francis Havewacus. — Theorie relativiste des fluis a spin. 294 pigs. Gauthier-
Villars, Paris, 1969.

El autor ha hecho un esfuerzo para constituir un formulismo conveniente a la
descripceién cldsica de los fluidos, para sus aplicaciones a la mecdnica ondulatoria.

Se considera los flufdos como constituidos de corpisculos giratorios por las inte-
racciones y es al estudio de la dindmica clisica de corpisculos relativamente remo-
linos que se ha consagrado el primer motivo de la obra.

El autor ha resumido las teorfas anteriores de corptisculos giratorios por estudiar
mds en detalle la teorfa, mdas general de la gota fluida relativa.

Dentro de la hidrodindmica se empieza por proponer que todo campo cldsico es
rigide por un principio de variacién. La representacién hidrodindmica del campo
relativista en general comprende una densidad de impulsién a la corriente, una den-
sidad de giracién, y la densidad de palurdo, las tensiones internas, y una ‘‘corriente
de calor”.

La interpretacién fisica del experimento estd justificado por tener la teorfa cor-
puscular desarrollada dentro de la primera parte.

En el tltimo capitulo de la edificacién de fluidos constituidos por los corpidsculos
estudiados en la primera parte.

La obra expone de una manera completa y diddctica posible, los elementos nece-
sarios para comprender y proseguir las investigaciones dentro del dominio general
de los corptsculos giratorios y los fluidos, como sus aplicaciones a la interpretacién
causal de la mecdnica ondulatoria, y por otra parte, el autor insiste de un modo muy
apropiado por las direcciones que tiene actualmente el objeto de investigacién acti-
va, notablemente por la teorfa nueva unitaria de particulas elementarias.

Hay un indice y una tabla de la materia.

El libro seria de ayuda para los que se interesan por el estudio de la materia.

G. HoxMARK

Hucer Tayror. — Science in progres (Eleventh Series). 379 pdgs., 115 figs. New
Haven, Yale University Press. 1960.

La obra que es la undécima de la serie, no ofrece una cantidad de ensayos de emi-
nentes hombres de ciencia sobre diversos aspectos del desarrollo de las ciencias
en los Gltimos tiempos.

He aqui la lista de los trece trabajos que nos har4 ver los m4s recientes descubri~
mientos de las ciencias.
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La causa de la construccion de las montafias, que es la primera, es interesante
v nos presenta con una explicacién bastante verosimil el Sefior Armand J. Eardly.
Fs ilustrada por 17 figs.

R. J. Russell explica como el nivel del mar ha crecido y estd creciendo por el de-
rretimiento de los glaciales.

Diversas teorfas con respecto a la constitucion y el crecimiento de las tierras cons-
tituye el tema del trabajo del Sr. J. Tuzo Wilson.

La radiaciéi. césmica es el tema del articulo de S. A. Korff, él que ha resefiado
el mecanismo operativo para producirlo, y las interesantes implicaciones astrofisicas
sugeridas por su presencia.

El comienzo de la radio astronomia es tratada por C. M. Jansky, Jr., y el desa-
rrollo de la misma por G. S. Hawkins, en una forma mds explicita, ampliamente
ilustrada.

La hipdtesis de control biolégico de los faclores quimicos en el ambiente, ha sido
presentado er: una forma fdcil de entender por A. C. Redfield de la “Woods Hole
Oceanographic Institution’.

B. . Skinner, del Harvard University, trata del anilisis experimental del pro-
ceder.

Una teoria referente a la antropologia quimica ha sido explicada por R. J. Wi-
lliams.

E. Cuyler Hammand del “American Cancer Society, Inc.”, trata de la cuestién
tan importante como la influencis de fumar sobre la estadistica de defunciones.
Segin las tablas estadisticas, hay mds probabilidades para una larga vida a los
que no fumen. Esun hecho confirmado que hay muchos factcres de las més diversas
naturalezas asociados con la ocurrencia del cdincer. En general se ha comprobado
que viene de una irritacién crénica.

J. W. Beard ha tratadc la cuestién en otra forma, desde el punto de vista de los
virus, que segin él son la causa del céncer.

J. Turkevich ha estudiado el mundo de particulas finas, del tamafio de pequefias
moléculas, hasta la de polvos y de arena. Los ha estudiado por medio del electrén
microscopio, ¥ lo ha ilustrado con fotografias. Es notable la nitidez con que se ve
la construccién en la magnificacién de 166.667 veces.

La obra termina con un articulo de A. C. Zettlemoyer sobre la “Interaccién
Molecular con las superficies de sélidos’. )

Ellibro se halla ilustrado por 115 figs., y ademés hay refereccias (855-371) y un
fndice (374-379).

Por los muchos temas constituye una lectura interesante para los estudiosos.

G. HOoXMARK

Dz Fiva, A. L., F. GianneTrro y L. J. Saserra. 1961. — Difusién geogréfica de
cultivos indices en la provincia de San Luis y sus causas. Publicacién No 72 del
Instituto de Suelos y Agrotecnia (I.N.T.A.); 77 pdgs., 20 mapas, 3 cuadros,
1 gréfico. Buenos Aires.

Esta es una nueva entrega de la serie iniciada, en 1948, pbr el Instituto de Sue-
los y Agrotecnia, bajo el titulo general de Difusién geogréfica de cultivos indices
en la provincia de San Luis y sus causas. Ya han aparecido las entregas que abra,



